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Streptococcus spp.、大腸菌群大腸菌、Klebsiella spp. およびマイコプラズマなど
の複数の病原微生物の感染によって引き起こされる炎症性疾患である(Oliveira 
et al., 2013; Ruegg, 2017)。乳房炎を発症すると、乳生産量の減少や治療経費な
どに伴う巨額な経済損失をもたらすことから、その予防法の確立は酪農現場に
おける大きな課題とされている。これまで、乳房炎の発症を予防するための起因










の使用量は、畜産動物 646.4t、ヒト 582.1t であり、畜産動物に使用する抗生物
質量は多い。中でも乳牛に対する推定販売量は 41.01t であり、豚の 486.01t や
ブロイラーの 64.62t に比べると少ないが、乳牛に対する推定販売量は 2013 年
の 31.73t から 2018 年の 41.01t までの推移において増加傾向にある（薬剤耐性















































子豚の腸内微生物叢に影響を与え、腸内環境を改善した(Kritas et al., 2015)。ニ
ワトリでは、枯草菌 C-3102 株を給与することによって腸内のラクトバチラスの
割合が増加する一方で、大腸菌やサルモネラの割合が減少することで、骨髄炎に






























Schultz et al., 1999)。乳量を示す泌乳曲線と乳房炎の発症率を示すグラフはよく
似ており、乳量の多い時期に乳房炎が多く発症する(Andersen et al., 2011)。泌
乳期のピーク前に乳房炎を発症することは、その後の乳量に大きな影響を与え、
牛を淘汰する要因の一つにもなる(Seegers et al., 2003)。乳腺における細菌の新






あることも報告されている(Green et al., 2002)。わが国の酪農場の牛群構成は、
（一社）家畜改良事業団の牛群成績平均情報 2021 年 6 月分によると、都府県に
おいて初産牛割合は 35％であり、経産牛の平均産次数は 2.4 産（4 歳 6 月）、除
籍牛の平均は 3.2 産（5 歳 9 月）であった。国内の乳用牛の傷病事故件数の約
30％を乳房炎を代表とする泌乳器病が占めており(平成 30 年度政府統計 家畜共
済統計表)、除籍牛や平均産次数の低下の一因となっていると考えられる。一般





























乳房炎発症歴のある乳用牛 16 頭を供試し、その内の 6 頭を枯草菌給与区と
し、分娩予定日 1 ヵ月前から分娩後 3 ヵ月までの間、配合飼料やオーチャード
主体牧草サイレージおよびコーンサイレージを含む通常飼料に枯草菌 C-3102
株を 3.0×109CFU 含む枯草菌飼料添加物を朝晩 20g 個別に混合給与した（枯草
菌飼料添加物は、賦形剤として脱脂米ぬか、炭酸カルシウムを含み、枯草菌 C-
3102 株を 1.5×108 個/g に希釈した製品となっている。製品メーカー推奨添加量
である 6.0×109CFU/頭/日を給与した）。また、他の 10 頭は枯草菌を給与せず
に通常飼料を与えた対照区とした。供試牛の一覧を表１に示す。分娩時平均年齢
は、対照区 5.4±2.0（平均±標準偏差）歳、給与区 6.2±1.5 歳、平均産歴は対
照区 4.1±1.7 産、給与区 4.5±1.0 産であった。乳房炎発症の測定は、前搾り後









 通常飼料給与の対照区 6 頭と枯草菌給与区 6 頭の分房別乳汁中体細胞数を測
定した。供試牛の一覧を表１に示す。分娩時平均年齢は対照区 5.8±2.2 歳、給
与区 6.2±1.5 歳、平均産歴は対照区 4.3±2.0 産、給与区 4.5±1.0 産であった。
乳サンプルは、朝搾乳時の前搾り後に手搾りにて分房個別に採取し、乳汁中体細





























約 100 日までを 25 日間隔で４分割し、各区間の対照区と給与区の平均値を比較
した（図３）。対照区の乳汁中体細胞数平均値は、10 万から 100 万個/ml の間で
推移して乳房炎判断基準である体細胞数 30 万個/ml を上回っていた。一方、試

































































低下し始め、分娩後 3 日から 10 日に最下点に達し、３、４ヵ月かけて回復する
(Chandra et al., 2013; Dyck et al., 2011; Laeger et al., 2013; Salin et al., 2018)。
血漿中 NEFA 濃度は、分娩前 60 日くらいから上昇し、分娩後に最高点に達し、
その後元の濃度に戻る(Chandra et al., 2013; Dyck et al., 2011; Laeger et al., 2013; 
Salin et al., 2018)。血漿中尿素態窒素(BUN)濃度は、分娩数週間前から減少し、
分娩前に最低点に達し、その後増加する(Vallimont et al., 2001)。血漿中コレス
テロール濃度は、分娩前に減少し、分娩を境に緩やかに増加する(Guretzky et al., 
2006; Laeger et al., 2013)。 
ストレス指標である血漿中コルチゾール濃度は、分娩時に上昇し、120 日くら
いかけて減少する(Chandra et al., 2018; Niederecker et al., 2018)。また、尾毛で
測定した結果においても、乾乳期から分娩時、分娩後 90 日まで上昇し、その後








Bacillus subtilis natto を給餌することによって、飼料効率を改善して乳量を増加
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 実験には、宮城県畜産試験場飼養の雌ホルスタイン種牛を 20 頭選抜し、枯草
菌 C-3102 株の給与区に 10 頭、対照区に 10 頭を用いた（表１）。分娩時平均年
齢は対照区 4.4±2.0 歳、給与区 7.1±1.6 歳、平均産歴は対照区 3.3±1.8 産、給
与区 5.3±1.3 産であった。 
 
3.2.2 枯草菌給与試験 
枯草菌 C-3102 株を分娩 1 ヵ月前から分娩後 10 ヵ月まで、第 2 章と同量の 3.0
×109CFU 含む枯草菌飼料添加物を朝晩 20g 個別給与した。 
分娩 1 週間前、1 週間後、1 ヵ月後から 10 ヵ月後までは月 1 回の間隔で、供
試牛より末梢血を頸静脈よりヘパリン入り真空採血管（テルモ）に採取し、4℃、










は SEIKEN UN-S（Denka Seiken)、NEFA C-テストワコー（Wako) 、コレステ
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ロール E-テストワコー（Wako)、Cortisol EIA kit (Enzo Life Science)および














 乳量は、枯草菌給与区では分娩後 3 ヵ月においてピークを迎え、その後は泌
乳中後期において減少した。給与区牛は、分娩後 3 ヵ月および 9 ヵ月の乳量に
加え、泌乳中後期の平均乳量が対照区牛に比べて有意に高いことが判明した。 
 MUN 濃度は、対照区と給与区ともに 7～8mg/dl の値で大きな差は認められ
なかった。 
 乳蛋白質率は、分娩後 3 ヵ月間は、対照区、給与区ともに低く、約 3％を示し、






































































られている(Chandra et al., 2013)。本研究では、給与区の血漿中のコルチゾール
および TBARS 濃度は、全泌乳期および泌乳中期から後期において対照区より有
意に減少することが判明した。酸化ストレスは ROS 産生の増加と関係があるこ










































ば、T 細胞の CD4＋T 細胞と CD8＋T 細胞は、CD4＋T 細胞が分娩前約 1 ヵ月か
ら分娩後 1 ヵ月の間で CD8＋T 細胞の 2～３倍多く(Karcher et al., 2008)、分娩
時にはどちらも低下する(Kimura et al., 1999; Kimura et al., 2002; Ohtsuka et al., 
2004)。また、γδT 細胞、WC1+γδT 細胞も分娩時に低下する(Kimura et al., 
1999; Kimura et al., 2002; Ohtsuka et al., 2004)。ヨーネ病菌に自然感染した牛で
は、分娩後に CD8＋T 細胞の割合が高く(Karcher et al., 2008)、胎盤停滞牛も分
娩後に CD8＋T が高くなる(Shimizu et al., 2018)。乳汁中のＴ細胞は血中と異な
り、CD4/CD8+T 細胞比は泌乳期で 1 もしくは 1 以下であり、乾乳期では最大
で 4 まで増加し、分娩前になると 1 以下へと減少する(Asai et al., 1998; Yang et 
al., 1997)。 
乳房炎発症時における乳房での炎症誘起因子として、シクロフィリン A が同
定されている(Takanashi et al., 2015)。シクロフィリン A は CD147 を受容体と
















供試牛および枯草菌の給与は、第 3 章と同様の方法で行った。 
宮城県畜産試験場飼養の雌ホルスタイン種牛を、枯草菌 C-3102 株の給与区に
10 頭、対照区に 10 頭を供試し（表１）、給与区には、枯草菌 C-3102 株を分娩
1 ヵ月前から分娩後 10 ヵ月まで、3.0×109CFU 含む枯草菌飼料添加物を朝晩
20g 個別給与した。 






1. 血液 10ml に対して Lysing Buffer（塩化アンモニウム 0.83%；トリス-塩酸
緩衝液 pH7.65=9：1）を 30ml 添加し、室温で 5 分間静置。溶血処理後、遠
心分離（4℃, 2000rpm, 10 分） 
2. 上清を除去し、PBS で希釈後、遠心分離（4℃, 2000rpm, 10 分） 
3. 上清を除去し、Lysing Buffer による溶血処理後、遠心分離（4℃, 2000rpm, 
10 分） 
4. 上清を除去し、PBS で希釈後、遠心分離（4℃, 2000rpm, 10 分） 






1. 末梢血に PBS を加え 2 倍に希釈 
2. 遠沈管に分注した Lympholyte-H (CEDARLANE) 上に希釈した末梢血を静
かに重層 
3. 遠心分離（18℃, 2300rpm, 30 分） 
4. 分離された PBMC（Buffy coat）を採取 
5. PBS で希釈後、遠心分離（4℃, 2000rpm, 10 分） 
6. 上清を除去し、Lysing Buffer による溶血処理後、遠心分離（4℃, 2000rpm, 
10 分） 
7. 上清を除去し、PBS で希釈後、遠心分離（4℃, 2000rpm, 10 分） 
8. 上清を除去し、0.2%BSA/PBS に懸濁後、細胞数を計測 
 
4.2.4 Magnetic cell sorting (MACS) 法による CD11c+CD172a+樹状細胞の分
離法 
1. 4.2.3 で分離した PBMC の細胞数を計測し、5×107cells/ml を分注 
2. ブロッキング処理  (Goat IgG [Sigma] および Rat IgG [Sigma] 100μg/ml, 
室温, 15 分) 
3. 一次抗体処理 (4℃, 30 分) 
   anti-CD3 (WSU, Clone MM1A, 1:50, IgG1) 
   anti-CD14 (WSU, Clone CAM36A, 1:50, IgG1) 
   anti-B cells (WSU, Clone BAQ44A, 1:50, IgM) 
4.  0.2%BSA/PBS で希釈後、遠心分離（4℃, 2000rpm, 3 分） 
5. 二次抗体処理 (4℃, 30 分) 
   Rat anti-Mouse IgG1 Micro Beads (Miltenyi Biotec, 1:5) 
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   Rat anti-Mouse IgM Micro Beads (Miltenyi Biotec, 1:5) 
6. 0.2%BSA/PBS で希釈後、遠心分離（4℃, 2000rpm, 3 分） 
7.  Running Buffer （ 2mM EDTA+0.5%BSA/PBS) で 希 釈後 、 Auto MACS 





1. 4.2.2, 4.2.3, 4.2.4 で分離した細胞を 1.0×106cells/well になるよう、96well 
v-bottom プレート（NUNC）に播種 
2. 一次抗体処理（4℃, 30 分） 
   一次抗体として、顆粒球、単球、T 細胞、B 細胞、CD4、CD8、T 細胞 
（TCR1）、WC1、樹状細胞抗体（CD11c、CD172a）を使用（表２） 
3. 0.2%BSA/PBS で希釈後、遠心分離（4℃, 2000rpm, 3 分）3 回 
4. 二次抗体処理（4℃, 30 分） 
   二次抗体として、一次抗体のイムノグロブリンアイソタイプと特異的に
反応する組み合わせを使用（表３） 
5. 0.2%BSA/PBS で希釈後、FACS Calibur（BD）あるいは、Accuri C6（BD）
にてフローサイトメトリー解析 
 
4.2.6 実験２：組換え型ウシシクロフィリン A を利用した細胞遊走活性評価 
宮城県畜産試験場飼養の雌ホルスタイン種牛を、対照区に 5 頭、給与区に 10
頭供試した（表１）。分娩時平均年齢は対照区 4.6±1.1 歳、給与区 5.0±2.7 歳、
平均産歴は対照区 3.2±0.8 産、給与区 3.4±2.3 産であった。 
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給与区には、枯草菌 C-3102 株を分娩予定日 1 ヵ月前から分娩後 1 ヵ月まで、






1. 4.2.2 の末梢血白血球の分離法 1～4 の後、上清を除去し、PBS で懸濁 
2. 遠沈管に分注した Lympholyte-H 上に希釈液を静かに重層し、遠心分離
（18℃, 2300rpm, 30 分） 
3. 上清を除去後、無血清培地（STEMPRO🄬, Gibco）で懸濁し、細胞数を測定 
 
4.2.8 細胞遊走活性試験（Chemotactic assay） 
1. 24well transwell🄬 5.0 μm pore polycarbonate membrane inserts（Corning）
の下部培地にシクロフィリン A 100ng/ml を加える 
2. 顆粒球を無血清培地で希釈し、1.0x106 cells/cm2 の細胞密度で、24 well 
transwell（0.33 cm2）の上部培地に播種 




1. 上層を捨て、メンブランを PBS で 2 回洗浄 
2. メタノールで 1～2 分間固定して乾燥 














枯草菌 C-3102 株を分娩 1 ヵ月前から分娩後 10 ヵ月まで給与し、末梢血中の
顆粒球、単球、T 細胞および B 細胞の白血球中に占める割合を解析したところ、
分娩予定日 1 週間前から分娩後 10 ヵ月までの各測定ポイントでの対照区および
給与区において差は認められなかった（図 6A）。しかしながら、分娩後 0～10 ヵ
月までの平均値において、特に、泌乳中後期である分娩後 4～10 ヵ月において、
給与区牛の T 細胞および B 細胞割合は対照区牛と比較して有意に低値であり、
乳房での免疫機能との関連が示唆された（図 6B）。 
 
4.3.2 枯草菌給与が T 細胞サブセットに与える影響 
T 細胞は、複数のサブセットによって構成されていることから、枯草菌 C-3102
株給与の影響を受ける T 細胞サブセットの特定を試みた。CD4+T 細胞、CD8+T




細胞は泌乳中後期で減少した。また、枯草菌給与区の γδT 細胞は分娩後 0～3
ヵ月、４～10 ヵ月の両区間で対照区と比較して有意に減少し、γδT 細胞サブ
セットである WC1+γδT 細胞は分娩後 0～3 ヵ月において、CD8+γδT 細胞





4.3.3 枯草菌給与が CD11c+CD172a+樹状細胞に与える影響 
 ウシ末梢血樹状細胞サブセットは、CD3-/B-B2-/CD14-細胞集団において
CD172a+/CD11c+/MHC クラス II+細胞として同定されている(Miyazawa et al., 
2006; Zhuang et al., 2018)。抗 CD11c 抗体は、単球、マクロファージ（Mø）、
ナチュラルキラー（NK）細胞で高発現しており、CD11c+CD172a+細胞には T
細胞、B 細胞、NK 細胞、単球/Mø が含まれる可能性があるため、CD3、B-B2





CD11c+CD172ahigh と CD11c+CD172adim の 2 つの集団に分類された（図 8A）。
試 験 期 間 を 通 し て 、 CD11c+CD172a+ 、 CD11c+CD172ahigh お よ び CD11c+ 
CD172adim の各測定ポイントでの対照区および給与区において差は認められな


























牛の血中 CD8＋T 細胞および γδT 細胞割合は健常牛よりも高く、臨床型乳房
炎牛では健常牛とあまり変わらない(Karcher et al., 2008)。また、健常牛と胎盤
停滞牛では、胎盤停滞牛の方が CD8＋T 細胞割合が高い(Shimizu et al., 2018)。
乳中では健常牛において、泌乳期に CD8＋T 細胞およびγδT 細胞割合が高く、
CD4＋T 細胞割合が低く、乾乳期になると CD4/CD8 比は逆転する(Asai et al., 
1998; Asai et al., 2000)。本研究では、枯草菌給与区の CD8＋T 細胞、γδＴ細胞
割合が対照区と比較して有意に減少していた。これらの結果は、枯草菌 C-3102
株給与によって乳房炎発症が抑制されたことから、微生物やウイルス感染の制













































ウイルス感染の制御に関わる CD8+T 細胞、 γδT 細胞の割合が低下した。 

























いるが(Gao et al., 2020; Peng et al., 2012) 、枯草菌 C-3102 株を給与し、乳房炎
の発症予防効果およびその栄養と免疫に着目した作用機序の解明を行った研究
は、本研究が初めてである。 























第 4 章において、枯草菌 C-3102 株給与によって乳房炎発症が抑制されたこと
で、微生物やウイルス感染の制御に関わる CD8+T 細胞、γδT 細胞、WC1+γδT
細胞および CD8+γδT 細胞の割合が低下したと考えられる。また、抗原提示細
胞である樹状細胞 CD11c+CD172ahigh 細胞を増加させることで、CD4+T 細胞を
活性化したと考えられる。さらに、末梢血から顆粒球を分離し、炎症誘起因子シ
クロフィリン A に対する感受性を評価する細胞遊走試験を行った結果、枯草菌




ン A は、ウシ乳腺上皮細胞において CXCL8 や CXCL3 など種々のケモカインの










報告がある(Hu et al., 2020)。本研究では腸内細菌叢の研究には至っていないが、






本研究の結果をまとめると、乳牛に分娩 1 ヵ月前から枯草菌 C-3102 株を給与
したとき、分娩後 0～3 ヵ月までの泌乳前期において、①乳房炎発症リスクを大
幅に低減、②分娩後のコレステロール濃度の緩やかな回復、③ストレスレベルの
低減、④γδT 細胞、WC1+γδT 細胞、CD8+γδT 細胞の減少、⑤白血球の
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1 73 6 2012/6/30 2004/7/30 7 + - 1
2 21 3 2011/2/22 2006/6/26 4 + - 2
3 30 3 2011/10/10 2006/11/26 4 + - 3
4 91 3 2012/12/21 2008/7/10 4 + - 4
5 1 94 3 2012/9/10 2008/8/11 4 + - 5
6 2 902 3 2012/9/17 2008/8/19 4 + - 6
7 3 1 C1 98 2 2013/2/28 2008/11/23 4 + - 7
8 4 2 C6 81 7 2014/7/29 2005/3/15 9 + - 8
9 5 3 C7 75 5 2014/7/24 2008/3/7 6 + - 9
10 6 C8 21 6 2014/11/19 2006/6/26 8 + - 10
11 7 23 4 2012/4/1 2005/10/8 6 + + 11
12 8 75 3 2012/4/1 2008/3/7 4 + + 12
13 9 15 4 2012/4/9 2006/6/9 5 + + 13
14 10 4 A2 81 6 2013/4/19 2005/3/15 8 + + 14
15 11 5 A3 15 5 2013/12/28 2006/6/9 7 - + 15
16 12 6 A4 16 5 2014/1/15 2006/6/12 7 + + 16
7 C2 906 2 2013/3/10 2009/12/17 3 - - 17
8 C3 106 2 2013/2/7 2009/12/25 3 - - 18
9 C4 102 3 2014/2/5 2009/6/6 4 + - 19
10 C5 110 3 2014/2/18 2010/2/20 3 - - 20
11 C10 102 4 2015/3/12 2009/6/6 5 + - 21
12 C11 144 1 2015/8/4 2012/12/25 2 初産 - 22
13 図9 1 C12 106 4 2015/9/23 2009/12/25 5 - - 23
14 A1 31 5 2013/5/20 2007/1/16 6 - + 24
15 A6 83 4 2014/5/11 2008/3/17 6 - + 25
16 A8 15 6 2015/3/1 2006/6/9 8 + + 26
17 2 A9 119 3 2015/8/4 2010/11/3 4 + + 27
18 3 A10 81 8 2015/8/10 2005/3/15 10 + + 28
19 4 A12 44 5 2015/9/4 2007/8/27 8 + + 29
20 A13 75 6 2015/9/23 2008/3/7 7 + + 30
5 113 3 2015/9/22 2010/4/2 5 + - 31
6 142 2 2016/7/22 2012/12/4 3 - - 32
7 125 3 2016/6/4 2011/8/22 4 + - 33
8 101 4 2016/5/10 2009/5/27 6 + - 34
9 110 4 2015/8/16 2010/2/20 5 + + 35
10 103 4 2015/9/15 2009/6/19 6 + + 36
11 94 5 2015/9/15 2008/8/11 7 + + 37
12 149 2 2016/8/18 2013/3/8 3 - + 38
13 163 1 2016/8/25 2014/4/3 2 初産 + 39
14 140 1 2016/8/30 2012/11/8 3 初産 + 40




































  ウシ抗原 クローン アイソタイプ 希釈濃度 (μg/ml) 
Granulocytes CH138A IgM 0.8 
CD14 (Monocytes) CAM36A IgG1 20.0 
CD3 (T cells) MM1A IgG1 1.0 
CD21 (B cells) GB25A IgG1 20.0 
B cells BAQ44A IgM 20.0 
CD4 (T cells) ILA11A IgG2a 7.0 
CD8 (T cells) BAQ111A IgM 0.1 
γδTCR1-N24 (T cells) GB21A IgG2b 1.3 
WC1-N1 (T cells) B7A1 IgM 0.1 
CD11c (Monocytes, B cells, 
 T cells, DCs) 
BAQ153A IgM 0.2 
CD172a (Monocytes, DCs) DH59B IgG1 10.0 








抗体 標識 希釈 
Rat anti-mouse IgG1 monoclonal
1 PerCP 1:10 
Goat anti-mouse IgG(H+L) polyclonal
2 Alexa Fluor 488 1:250 
Goat anti-mouse IgG2a polyclonal
3 FITC 1:75 
Goat anti-mouse IgG2b polyclonal
3 FITC 1:75 
Goat anti-mouse IgM polyclonal
3 PE 1:50 
Rat anti-mouse IgG1 monoclonal
4 MicroBeads 1:5 
Rat anti-mouse IgM monoclonal


















































































































































の分房別乳汁中体細胞数を示した。分娩後 100 日間に測定した値を 4 つの期間に
分け、各期間の両区の平均値と標準誤差を示し、試験区間の有意差を示した。 






























































































































30 日毎に平均して示した（A)。それぞれの値を分娩後 90 日までの泌乳前期と分娩後 91















































































































































総コレステロール、コルチゾール、TBARS 濃度を示した。A：分娩 1 週間前、1 週間後、
その後 1 ヵ月から 10 ヵ月まで月 1 回の採血ポイントでの濃度を示した。B：試験期間を
0-10 ヵ月、0-3 ヵ月、4-10 ヵ月の 3 区間に分け、各期間の平均値±標準誤差を示した。








































































枯草菌非給与の対照区と給与区の白血球中顆粒球、単球、T 細胞および B 細
胞割合を示した。A：分娩 1 週間前、1 週間後、その後 1 ヵ月から 10 ヵ月ま
で月 1 回の採血ポイントでの濃度を示した。B：試験期間を 0-10 ヵ月、0-3 ヵ
月、4-10 ヵ月の 3 区間に分け、各期間の平均値±標準誤差を示した。*P < 0.05, 
















































































































図７ 枯草菌給与が T 細胞サブセットに与える影響 
枯草菌非給与の対照区と給与区の T 細胞中の CD4+T 細胞、CD8+T 細胞、 γδ T 細
胞、WC1+γδT 細胞、CD8+γδT 細胞の割合を示した。A：分娩 1 週間前、1 週間後、
その後 1 ヵ月から 10 ヵ月まで月 1 回の採血ポイントでの濃度を示した。B：試験
期間を 0-10 ヵ月、0-3 ヵ月、4-10 ヵ月の 3 区間に分け、各期間の平均値±標準誤






























































































































































図８ 枯草菌給与が CD11c+CD172a+樹状細胞に与える影響 
枯草菌非給与の対照区と給与区の CD3, B 細胞, CD14 陰性の PBMC における
CD11c+CD172a+細胞の発現割合を示した。A：フローサイトメトリー解析の一例。
B：分娩 1 週間前、1 週間後、その後 1 ヵ月から 10 ヵ月まで月 1 回の採血ポイン
トでの濃度を示した。C：試験期間を 0-10 ヵ月、0-3 ヵ月、4-10 ヵ月の 3 区間に
































100ng/ml 添加した培地における遊走細胞数を比で示した。*P < 0.05 
